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1. Введение
Первые антибиотики были получены из плесени гриба – Пеницилла. Затем эти вещества антибактериального характера получали из микроорганизмов, также их выделили из тканей растений или животных. За последние двадцать лет не было открыто ни одной новой группы антибиотиков. При этом из медицинских изданий мы узнаем, что бактерии – возбудители инфекционных заболеваний, всё чаще становятся устойчивее ко многим современным антибиотикам. 
Актуальность: поиск новых антибиотиков является актуальным направлением в современной фармакологии. 
Гипотеза: мы предположили, что вода, в которой обитают шпорцевые лягушки, окажет антибактериальное действие на колонии условно-патогенных микроорганизмов, выращенные из смывов с рук добровольцев.
Цель: изучить антибактериальные свойства воды, в которой обитают шпорцевые лягушки (лат. Xenopus laevis). 
Задачи: 
1) Обобщить информацию о применении лягушек в народной и традиционной медицине.
2) Провести стерилизацию чашек Петри и бактериологического агара, проверить корректность стерилизации.
3)  Вырастить колонии бактерий из воды, в которой обитают шпорцевые лягушки (лат. Xenopus laevis).
4) Вырастить колонии бактерий со смывов кожи рук добровольцев, выполненных на стерильной воде.
5) Вырастить колонии бактерий со смывов кожи рук добровольцев, выполненных  на воде, в которой обитают шпорцевые лягушки (лат. Xenopus laevis)
6) Проанализировать результаты.
Объект исследования: вода, в которой обитают шпорцевые лягушки (лат. Xenopus laevis).
Предмет исследования: антибактериальные свойства данной воды.
Практическая значимость. Поиск  новых антимикробных  веществ  является важным направлением в современной фармакологии.  Такие вещества позволят решить проблему резистентности (устойчивости) бактерий к антимикробным средствам.
Новизна исследования в изучении антимикробных свойств воды, в которой обитали шпорцевые лягушки в отношении условно-патогенных микроорганизмов, которые обитают в окружающей среде и могут находиться на коже рук человека.
Место проведения исследования: лаборатория МАУ ДО Центра детского творчества «Надежда» г. Салехард.
Время проведения исследования: январь-февраль 2020 г.
Обзор информационных источников 
Краткая характеристика биологического вида Шпорцевая лягушка (Xenopus laevis)
Шпорцевая лягушка (Xenopus laevis) – широко распространенный объект лабораторных биологических исследований. Своим названием шпорцевая лягушка обязана роговым когтям, или «шпорам», на трех пальцах задних конечностей. Она относится к семейству пиповых (Pipidae) в отряде бесхвостых земноводных.
Шпорцевые лягушки – обитатели Центральной и Южной Африки. Они ведут водный образ жизни и населяют разнообразные стоячие водоемы: озера, пруды и болота. Одинаково хорошо живут в чистой и загрязненной, пресной и солоноватой воде, малочувствительны к реакции среды. Могут жить как в постоянных, так и в пересыхающих водоемах: если водоем пересыхает, животные зарываются в ил до следующих дождей или перебираются по суше в соседний водоем. На суше шпорцевые лягушки могут оставаться лишь непродолжительное время, так как они легко высыхают и гибнут [1]. В природе шпорцевые лягушки окрашены в серо-бурый цвет. Белых шпорцевых лягушек альбиносов вывели в Москве в лаборатории Института биологии развития в 1971 году [8].                                           
Применение антимикробных свойств воды, в которой обитают шпорцевые лягушки для лечения болезней аквариумных рыб
На форумах аквариумистов очень популярна информация о способности шпорцевых лягушек лечить бактериальные инфекции у аквариумных рыбок. Так А. Соболев в журнале «Юный натуралист» от января 1991 года утверждает, что ему удалось вылечить цихлазому от язвенного поражения на спине, а бирюзовых акар и меченосцев от неизвестной медленно протекающей бактериальной инфекции путем совместного содержания со шпорцевыми лягушками. В журнале «Литературная газета» за 1988 год опубликована статья о том, что ученые из США выделили из секрета кожных желез шпорцевых лягушек два сильнейших антибиотика убивающих бактерии и простейших [2].
Опыт применения антимикробных свойств кожных желез лягушек при консервации молока у славян
В древней Руси из-за отсутствия возможности сохранять свежесть молока при помощи охлаждающих устройств прибегали к помощи лягушек. Их запускали на некоторое время в молоко, после чего оно долго не закисало. Слизь, которой покрыто тело лягушки, обладает уникальными свойствами — она выполняет обеззараживающую и антибактериальную функцию. Благодаря этой слизи на коже лягушек не могут размножаться бактерии. Благодаря этим свойствам слизь лягушки мешала размножению молочнокислых бактерий в молоке, и оно дольше не закисало. Традиция класть лягушек в деревенское молоко сохранялась в русских деревнях до конца 19 века [3].
Коллектив учёных из России, Финляндии и Швеции решил проверить, за счёт чего работает старинный русский способ хранения молока – когда в крынку запускают лягушку, чтобы оно не скисло [4]. Результаты исследования группы под руководством Альберта Лебедева с химического факультета Московского государственного университета им. М. В. Ломоносова опубликованы в издании Американского химического общества Journal of Proteome Research. Как установили учёные, лягушки выделяют через кожу антибактериальные пептиды. Они составляют большую часть кожного секрета амфибий и выступают в качестве передовой линии обороны в борьбе с микробами. Ранее на коже травяной лягушки химики обнаружили 21 вещество с противомикробными и лечебными свойствами. Теперь же группа Лебедева нашла ещё 76 подобных веществ. Часть их борется с сальмонеллой и стафилококком так же эффективно, как некоторые распространённые в медицине антибиотики [4].
Применение  лягушек при производстве отечественных ветеринарных препаратов
Кандидат ветеринарных наук  А. Дорогов, разрабатывая свой уникальный препарат АСД,  изучал ткани лягушек. Это лекарство широко применялось в послереволюционной России для лечения людей и животных. В настоящее время рецепт препарата не сохранился. Современные АСД-2 и АСД-3 производятся из мясокостной муки и применяются для лечения инфекций, воспалительных заболеваний, онкологии и др. у животных [6].
Зарубежный опыт изучения антимикробных свойств кожных желез лягушек
Длительное время ученые подозревали о том, что лягушачья кожа содержит значительное количество мощнейших субстанций, уничтожающих микробов. Природа сама позаботилась об этом, ведь лягушки, как правило, живут в не самых чистых водоемах, где вместе с ними обитает множество болезнетворных бактерий. Однако большинство этих субстанций помогало только лягушкам, а для человека лекарства на их основе были ядовитыми. Группа исследователей из Университета Объединенных Арабских Эмиратов разработала способ такой модификации «лягушачьих защитных средств», при которой все опасные для человека побочные эффекты снимаются.
Благодаря этому открытию теоретически определены более 100 новых антибиотиков, включая и те, что способны побороть пока что неизлечимую «супер-бактерию» Staphylococcus aureus (MRSA). 
На 240-м съезде Американского химического общества, проходящем в Бостоне, группа ученых во главе с Майклом Конлоном из Университета ОАЭ выступила с докладом о том, как лягушки могут стать «союзниками» в борьбе человечества с устойчивыми к антибиотикам инфекциями. Исследовав более 6000 видов разных лягушек, ученые выявили в их коже почти две сотни разных антибиотических веществ.
«Лягушачья кожа является превосходным источником подобных агентов антибиотиков»  - утверждает доктор Майкл Конлон, биохимик при Университете Абу-Даби.  «Лягушки обитают в загрязненной водной среде, в которой без мощной защиты против патогенов просто не выжить» [5].
В Ростокском и Грайфсвальдском университетах (ГДР) путем раздражения кожи шпорцевой лягушки электричеством была получена слизь и испытано ее действие на различных бактериях и грибковых спорах. Оказалось, что она подавляет рост колоний стафилококков и многих других микроорганизмов. Нагревание секрета до 20° в течение 20 мин не отражалось на его бактерицидных свойствах, что свидетельствует об устойчивости активного начала. На стрептомицеты и грибковые споры исследуемое вещество заметного действия не оказывало [7].
2. Методика исследования
В исследовании использовали доступные микробиологические методики. 
Методика эксперимента № 1
Стеклянные чашки Петри стерилизовали кипячением в течение 15-20 мин. Для охлаждения чашки Петри поместили на стерильные хирургические простыни. Приготовили питательный бактериологический агар по инструкции. Бактериологический агар развели водой по инструкции, дважды довели до кипения и в горячем виде разлили в стерильные чашки Петри соблюдая правила асептики. Через 15 мин при комнатной температуре наблюдали застывание агара.  Посев проводили по общепринятой методике с соблюдением правил асептики (посев выполняли при помощи стерильного одноразового шприца возле пламени спиртовки). 
Методика эксперимента № 2
На подготовленный стерильный агар проводили посев 2 мл воды из аквариума, в котором содержались шпорцевые лягушки. Воду набирали стерильным шприцем, чашку Петри со стерильным агаром приоткрывали возле пламени горелки, воду из шприца вносили в чашку и равномерно распределяли по поверхности агара. Объём аквариума - 15 литров, возраст шпорцевых лягушек - 2 мес, количество лягушек в аквариуме — 5 особей. После посева чашку Петри помещали в термостат при температуре 38оС на 48 часов. Оценку результата проводили по  количеству колоний микроорганизмов на поверхности питательного бактериологического агара.
Методика эксперимента № 3
Питательный агар приготовили аналогично экспериментам № 1, 2.  Для смыва приготовили 2 мл стерильной воды для инъекций в стерильной ампуле. В качестве добровольцев были студенты 3 курса ЯПАТ в количестве 10 человек. Смыв проводили при помощи стерильных ушных палочек, намочив их предварительно водой для инъекций. Посев проводили аналогично экспериментам №1,2. Чашку Петри с посевов поместили для культивирования в автоклав при температуре 38оС на 48 часов. Оценку результата проводили по  количеству колоний микроорганизмов на поверхности питательного бактериологического агара.
Методика эксперимента № 4
Питательный агар приготовили аналогично экспериментам № 1, 2, 3.  Для смыва приготовили 2 мл  воды из аквариума,  в котором обитали шпорцевые лягушки. В качестве добровольцев были студенты 3 курса ЯПАТ в количестве 10 человек. Смыв проводили при помощи стерильных ушных палочек, намочив их предварительно водой. После проведения смывов руки добровольцев были вымыты с мылом и  обработаны 96% раствором этилового спирта. Посев проводили аналогично экспериментам № 1, 2 ,3. После проведения Чашку Петри с посевов поместили для культивирования в автоклав при температуре 38оС  на 48 часов. Оценку результата проводили по  количеству колоний микроорганизмов на поверхности питательного бактериологического агара.
3. Результаты исследований и их обсуждение
Эксперимент № 1 (контрольная чашка Петри)
Цель эксперимента № 1 (контрольная чашка Петри) — проверить корректность стерилизации питательной среды и чашек Петри. На подготовленный агар проводили посев 2 мл стерильной воды для инъекций. После посева чашку Петри помещали в термостат при температуре 38оС на 48 часов. Оценку результата проводили по наличию колоний микроорганизмов на поверхности питательного бактериологического агара.
Результат эксперимента № 1 (контрольная чашка Петри): при культивировании микроорганизмов через 48 часов колонии бактерий не обнаружены.
Вывод: данный метод стерилизации чашек Петри и питательного бактериологического агара можно считать корректным и достаточным.
Эксперимент № 2 (Чашка Петри с водой, в которой обитали шпорцевые лягушки)
Цель эксперимента № 2 (Чашка Петри с водой, в которой обитали шпорцевые лягушки) — проверить микробную загрязненность воды в аквариуме, в которой содержались шпорцевые лягушки. 
Результат эксперимента № 2 (Чашка Петри с водой, в которой обитали шпорцевые лягушки): при культивировании микроорганизмов через 48 часов обнаружены 5 колоний белого цвета.
Вывод: вода из аквариума, в которой содержались шпорцевые лягушки, не является стерильной.
Эксперимент № 3 (Чашка Петри с посевом смыва с рук на стерильной воде для инъекций)
Цель эксперимента № 3  (Чашка Петри с посевом смыва с рук на стерильной воде для инъекций) — проверить микробную загрязненность рук добровольца. 
Таблица 1. Результат эксперимента № 3 
	Номер добровольца
	Количество колоний на поверхности агара 
(смыв с рук на стерильной воде для инъекций)

	1.
	7

	2.
	10

	3.
	9

	4.
	11

	5.
	15

	6.
	20

	7.
	17

	8.
	18

	9.
	8

	10.
	11


 При культивировании микроорганизмов через 48 часов обнаружены   колонии белого и желтого цвета в количестве  от 7 до 20 (среднее арифметическое 12,6). 
Вывод: на руках у добровольца присутствуют микроорганизмы, доступные для исследования.
Эксперимент № 4 (Чашка Петри с посевом смыва с рук на  воде из аквариума с лягушками)
Цель эксперимента № 4 (Чашка Петри с посевом смыва с рук на  воде из аквариума с лягушками)— проверить антимикробные свойства воды, в которой обитают лягушки. 
Таблица 2. Результат эксперимента № 4
	Номер добровольца
	Количество колоний на поверхности агара 
(смыв с рук на воде из аквариума, в которой обитают шпорцевые лягушки)

	1.
	7

	2.
	8

	3.
	6

	4.
	8

	5.
	6

	6.
	6

	7.
	7

	8.
	8

	9.
	7

	10.
	7


 При культивировании микроорганизмов через 48 часов обнаружены   колонии белого и желтого цвета в количестве от 6 до 8 (среднее арифметическое 7). 
Вывод: при культивировании посева со смыва с рук на воде из аквариума с лягушками через 48 часов наблюдали снижение количества колоний (среднее арифметическое 7) по сравнению с экспериментом № 3 (среднее арифметическое 12,6), где смыв был выполнен на стерильной воде для инъекций.
Обсуждение результатов исследования
При проведении исследования мы наблюдали снижение количества колоний бактерий со смыва кожи рук добровольцев (при использовании воды из аквариума, где обитают шпорцевые лягушки) по сравнению с смывами на стерильной воде в 1,8 раза. Для повышения научной достоверности нашего исследования мы планируем провести серию экспериментов и проверить наличие данного явления другими корректными микробиологическими методиками. 
Выводы
1.  При анализе информационных источников по теме исследования  можно сделать вывод, о том, что антимикробные свойства кожных  выделений различных видов лягушек известны современной науке и имеют перспективы к использованию в широкой медицинской практике.
2. Антимикробные вещества кожных выделений шпорцевых лягушек требуют дальнейшего исследования и определения видов бактерий, чувствительных к ним.
3. Стерилизацию чашек Петри и бактериологического агара при проведении нашего исследования можно считать достаточной и корректной.
4. Вода, в которой обитают шпорцевые лягушки не является стерильной.
5. При сравнении количества колоний, полученных со смывов кожи рук добровольцев, наблюдали снижение их количества при применении для смыва воды, в которой обитали шпорцевые лягушки.
Заключение
Мы выражаем благодарность Мельникову Андрею Владимировичу (студенту 1 курса  Тюменского  государственного медицинского университета) за активное практическое участие в нашем исследовании. 
Мы благодарим администрацию ГБПОУ ЯНАО "ЯПАТ" и студентов-добровольцев за участие в нашем исследовании.
Наша гипотеза подтвердилась: вода, в которой обитают шпорцевые лягушки, оказывает антибактериальное действие на колонии условно-патогенных микроорганизмов со смывов кожи рук добровольцев. Для повышения научной достоверности исследования мы планируем повторить эксперимент не менее 10 раз. Кроме того, мы планируем провести серию экспериментов по изучению влияния воды, в которой обитали шпорцевые лягушки на  колонии микроорганизмов, выращенные с посевов с различных объектов внешней среды. Перспективу исследования мы видим в изучении влияния свойств воды, в которой обитают шпорцевые лягушки на чистые культуры бактерий. 
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Приложение
Фото 1.  Шпорцевая лягушка (Xenopus laevis)
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Фото 2.  Отбор воды, в которой  обитают шпорцевые лягушки,
 для выполнения смывов.
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Фото 3.  Подготовка ампул со стерильной водой для инъекций для выполнения смывов.
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Фото 4.   Выполнение посевов на питательный бактериологический агар.
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Фото 5.  Эксперимент № 3
Чашка Петри с посевом смыва с рук на стерильной воде для инъекций.
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Фото 6. Эксперимент № 4 
Чашка Петри с посевом смыва с рук на  воде из аквариума с лягушками.
